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COMPUESTOS OTILES PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES 
ASOCIADAS A LA FORMACION DE FIBRILAS AMILOIDES 

CAMPO DE LA INVENCION 

La presents invencion se refiere al campo del tratamiento de las 
enfermedades amiloides, en particular a agentes inhibidores de la 
amiloidogenesis y, mas en particular, a compuestos inhibidores de la 
formacion de fibrilas amiloides asociadas a la transtiretina. Asimismo, la 
invencion se refiere al uso de dichos compuestos para el tratamiento de 
enfermedades asociadas a la formacion de fibrilas amiloides. principalmente 
enfermedades neurodegenerativas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Una caracterfstica comOn entre las enfermedades neurodegenerati- 
vas amiloides es la deposicion de fibrilas de alto peso molecular con 
estructura de lamina-beta cruzada a partir del autoensamblaje de una de las 
aproximadamente veinte protelnas humanas de las que se conoce su 
implicacion en este tipo de afecciones (Kelly. J.W. Curr. Op. Struct BioL, 6 
(1996) 11; Kelly, J.W. Structure, 5 (1997) 595; Kelly. J.W. Curr. Op. Struct 
Biol., 5 (1998) 101; Lansbury. P.T. Biochemistry, 31 (1992) 6865; Sipe. J.D. 
Anr). Rev. Biochem., 61 (1992) 947; Sipe, J.D. Grit. Rev. in Clin. Lab. Sci., 31 
(1994) 325; y Blake. C, Serpell. L. Stmcture, 4 (1996) 989). 

En el case concrete de la transtiretina (TTR) que se engloba en el 
grupo de protelnas amiloides mencionado anteriormente, la deposicion de 
fibrilas de su variante nativa que se infiitran en el corazon parece ser la 
causa de la amiloidosis sistemica senil (cardiomiopatia) (Cornweli. G.C., et 
al.. Biochem. Biophys. Res. Commun,, 154 (1988) 648). Analogamente, la 
deposicion de alguna de entre sus 60 mutantes conocidas en un solo 
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residue que hacen a la TTR mSs amiloidiog6nica, parece asociada a una 
serie de alteraciones que se conocen colectivamente como polineuropatfas 
amiloides familiares (Jacobson, D.R., et al.. Adv. Human Genetics, 20 (1991) 
69). A diferencia de otros sfndromes neurodegenerativos. estas 
enfermedades no afectan al cerebro pero si a ciertos organos y al sistema 
nervioso perif6rico. Asl los paclentes afectados por estas enfermedades 
familiares presentan neuropatlas perlf6ricas y/o disfunciones organicas 
causadas por neurotoxicidad amiloidea y/o interferencia flsica con el 
funcionamiento normal de organos vitales que se manifiestan a edades tan 
tempranas como los 20 anos. En la actualidad, no existe ni se ha propuesto 
ningun tratamiento farmacologico para esta clase .de enfermedades 
amiloides siendo la unica intervencion terapeutica disponible y efectiva el 
transplante de higado, 6rgano en el que se biosintetiza la transtiretina. 

Las enfermedades amiloides relacionadas con la transtiretina fueron 
unas de las primeras en las que se descubrio que transcurren a traves de 
formacion de fibrilas originadas por un cambio conformacional en una 
proteina concreta. En su forma natural, la TTR esta organizada como un 
tetramero que eventualmente se disocia en sus monomeros los cuales son 
capaces de autoasoclarse en fibrilas de unos 130 A de diametro constituidas 
a su vez por protofilamentos, cada uno de ellos formados por una estructura 
plegada en ISmina-beta cruzada (Serpell L.C. et al. J. MoL BioL, 254 (1995) 
113; y Kelly J.W., et al., Adv. Protein Chem., 50, 161). Este conocimiento a 
nivel molecular de la formaci6n de las fibrilas de TTR ha sido posible gracias 
a que esta amiloidosis ha podido ser estudiada in vitro ya que el medio acido 
es un desencadenante natural del proceso (Colon, W., et al. in Transthyretin 
acid induced denaturation is required for amyloid fibril formation in vitro. 
Eds., Plenum Press, New York, 1991, p 99). Asi, mediante experimentos de 
desnaturalizacion acida parcial de TTR en un medio que Simula las 
condiciones presentes en el lisosoma (pH: 5,5), se ha concluido que las 
fibrilas se generan a partir de intermedios conformacionales (intermedio 
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amiloicIog6nico) de las unidades monomericas de la transtiretina. Estas 
investigaciones han confirmado que en forma tetramerica la TTR no es 
amiloidogenica, pero que la disociaci6n del tetramero en un monomero con 
un estructura terciaria alterada pero definida es la que da lugar a la 
5 formacion de fibrilas (Lai, Z., et al., J.W. Biochemistry, 35 (1996) 6470; y 

Quintas, A., et al., J. Biol. Chem., 274 (1999) 32943). 

La transtiretina, tambi6n conocida como prealbOmina, se encuentra 
en el plasma humano (3,6 \iM) y en el liquido cefalorraquideo. Estdi 

10 compuesta por 4 cadenas peptfdicas id6nticas de 127 aminoacidos ricas en 

estructura beta formando un dimero de dimeros cuya masa es de 55 kDa y 
cuya estructura es conocida por difraccion de rayos X (Blake, C.C.F., et aL, 
J. MoL BioL, 121 (1978) 339; y Hamilton, J.A., et al., J. Biol, Chem., 268 
(1993) 2416). Este tetramero se une y transporta a la hormona tiroxina y a la 

15 protema de union al retinol. Estudios de difraccion de rayos X han revelado 

tambien que la TTR presenta dos lugares de union para la tiroxina que 
tienen forma de embudo y estan bien definidos por las interfases 
dimero-dimero (Wojtczak, A., et al., J. BioL Chem., 267 (1992) 353; y 
Wojtczak, A., et al.. Acta Cryst, D52 (1996) 758). Es decir, cada tetramero 

20 puede unlrse a dos moleculas de tiroxina. Esta union muestra 

cooperatividad negative para la entrada de la segunda molecula de ligando. 

Recientemente se ha demostrado que la forma tetramerica de la TTR 
puede ser estabilizada frente al medio Scido inductor de amiloideog6nesis 

25 mediante la uni6n a pequefias moI6culas organicas que mimetizan la 

estructura del ligando natural. Las pruebas de que estos ligandos previenen 
la formacion de fibrilas provlenen Cinicamente de experlmentos in vitro y ex 
vivo. Entre estas moleculas se encuentran mol§culas de antiinflamatorios no 
esteroideos como el acido flufen^mico (Peterson, S.A., et al., Proc. Natl. 

30 Acad, Sci. USA, 95 (1998) 12956) y el diflunisal (Baures, P.W.. et aL, J.W. 

Bioorg. Med. Chem., 7 (1999) 1339), asi como moleculas de una serie de 
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principios activos de f^irmacos entre los que se encuentran flavonas, 
tetrahidroquinolinas, dihidropiridinas y benzodiacepinas (Baures, P.W.. et aL, 
Bioorg, Med. Chem., 6 (1998) 1389) as\ como derivados del 5cido antranllico 
(Oza, V.B., et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 9 (1999) 1). 

De un modo puramente empirico e intuitive estos estudios han 
llegado a elucidar algunos requerimientos estructurales que deben tener los 
inhibidores de la disociacion del tetrdmero de TTR que pueden resumirse 

como sigue: 

- Estructuras bifenilo, dibenzofurano, diaril eter, estilbeno y flavona 
pueden acomodarse en el sitio de union (Baures, P.W.. et al., J.W, Bioorg, 
Med. Chem., 6 (1998) 1389). Analogos del acido flufen^imico con estructura 
de acido antranilico son tambien buenos inhibidores (Oza, V.B., et al., 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 9 (1999) 1). En general, parece que el 
farmac6foro debe tener dos anillos arom^ticos pudiendo ser uno de ellos bi- 
o tricfclico. Uno de los anillos o fusion de anillos ocuparia la parte externa 
del sitio de uni6n (Baures. P.W.. et al., Bioorg. Med. Chem., 7 (1999) 1339). 

- La presencia de un grupo acido carboxflico posiblemente optimize la 
unibn a la TTR via interacci6n con la(s) Lys en posici6n 15 (Baures, P.W.. et 
al., J.W. Bioorg. Med. Chem., 6 (1998) 1389). Este grupo acido puede 
tambl6n ser un fenol (Baures, P.W., et al., Bioorg. Med. Chem., 7 (1999) 
1339). 

La busqueda de inhibidores de la disociacion de TTR iniciada 
mediante estos primeros trabajos no ha side sistematica y tan solo se ha 
descubierto que el acido flufenamico es un buen inhibidor. Asi, por ejempio, 
se han ensayado 79 compuestos descritos en Baures et a!., Bioorg. Med. 
Chem., 6 (1998) 1389, y en Baures, P.W., et al., Bioorg. Med. Chem., 7 
(1999) 1339, todos ellos de origen comercial. Asimismo. se han sintetizado 
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una serie de productos (Oza, V.B.. Petrassi H.M., Purkey H.E.. Kelly. J,W. 
Bioorg. Med. Chem. Lett,, 9 (1999) 1) en base a los datos estructurales 
obtenidos mediante el analisis por difracclon de rayos X del complejo de la 
TTR y el ^icido flufen^imico (Peterson, SA, Klabunde, T.. Lashuel. HA. 
Purkey, H.. Sacchettlni. J.C.. Kelly. J.W. Proc. Natl. Acad. ScL USA, 95 
(1998)12956). 

Igualmente, en la solicltud de patente internacional WO 98/27972 se 
describen compuestos que estabilizan una protelna amiloidogenica como la 
TTR mediante la formacion de un conjugado protefna-f^irmaco. Entre dichos 
compuestos se mencionan compuestos antiinflamatorios no esteroideos 
(AINEs) y, entre ellos, el diflunisal. Tambien. AINES tales como el 
ibuprofeno, la indometacina y el sulindac sulfuro se han postulado y siguen 
investig^ndose como posibles agentes terapeuticos de los procesos de 
amiloidosis que ocurren en la enfermedad de Alzheimer (S. Wegen et al. 
Nature, 414(2001)212-216) 

El uso del diflunisal, entre otros AINEs, como ligando selectivo de la 
TTR ya se habia descrito en la patente estadounidense US 5714142, en 
este caso para aumentar la vida media en suero de agentes 
farmacologicamente actives. 

Sin embargo, el uso del diflunisal para estabilizar la estructura 
tetramerica de la TTR y, por tanto, para el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas asociadas a la formaci6n de fibrilas amiloides, sigue 
presentando una serie de inconvenientes propios de los AINEs como son los 
efectos secundarios de tipo gastrointestinal y cardiovascular 

Asi pues, continua existiendo en el estado de la tecnica la necesidad 
de proporcionar agentes inhibidores de la disociacion de TTR alternativos 
que sean mas eficaces y que presenten menores efectos secundarios. 
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Sorprendentemente, los presentes autores han descubierto que una 
serie de derivados yodados del diflunisal son potentes agentes 
antianniloidogenicos con una eficacia superior a la del diflunisal y, por tanto, 
con menores efectos secundarios que 6ste, al poder ser administrados en 
5 menores dosis. 

Hasta ahora no se han descrito derivados del diflunisal yodados en el 
anillo salicilico. En la patente europea EP 0082404 se describen una serie 
de derivados de tipo 6ster del diflunisal, Otiles como antiinflamatorios, 
10 analgesicos y antipir^ticos, entre los que no se encuentran los mencionados 

derivados yodados. 

El objeto de la presente invencion, por tanto, es proporcionar 
potentes agentes inhibidores de la amiloidog6nesis, mas eficaces y con 
1 5 menos efectos secundarios. 

OBJETO DE LA INVENCION 

Un objeto de la presente invencion es proporcionar nuevos 
20 compuestos inhibidores de la amiloidogenesis. 

Otro objeto de la presente invenci6n es proporcionar un 
procedimiento de preparacion de dichos compuestos. 

25 Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicion 

farmaceutica que contiene dichos compuestos. 



30 



Por Oltimo, otro objeto de la presente Invencion es proporcionar el uso 
terapeutico de dichos compuestos en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas y otras enfermedades. 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra un grafico en el que se representa la velocidad 
de agregaci6n. Vo, frente a la concentraci6n de inhibidor. [I], para un 
5 compuesto de la invencion, yododiflunisal, con respecto a dos compuestos 

de la t^cnica, diflunisal y diflunisal ester. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

10 La invencion proporciona un compuesto de formula estructural (I): 



15 




(I) 

20 en la que 

Ri es un grupo -NRgRb, siendo Ra y Rb, independientemente, un dtomo de 
hidr6geno o un grupo alquilo Ci-Ce; un grupo -ORc siendo Rc un Stomo de 
hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un glucosilo; un polihidroxialquilo CrCe; 
25 o un grupo -NH-CH(Rd)-COORe, siendo Ra una cadena lateral de uno de los 

20 alfa-aminoacidos naturales en cualqulera de sus dos formas L o D 
enantiomericamente puras y Re un atomo de hidrdgeno o un grupo alquilo 
Ci-Ce; y 

30 R2 as un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo Ci-Cs, un glicosilo; un 

polihidroxialquilo Ci-Ce; un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un grupo alquilo Cr 
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Ce; o un grupo -CHa-COO-Rg, siendo Rg un ^tomo de hidrogeno o un grupo 
alquilo CrCe; 

y sales farmaceuticamente aceptables del mismo. 

En la presente invencion, el termino "grupo glicosilo" se refiere a un 
radical obtenido por eliminacion de un gaipo OH de la funci6n hemiacetal de 
un monosacarido, es decir un gmpo de f6rmula CeHnOs o CeHioOe 
Asimismo. el termino "grupo polihidroxialquilo CrCe" se refiere a un grupo 
alquilo sustituido con varies grupos OH. 

En una realizacion preferente, los compuestos de la invencion son 
compuestos de formula (I) en los que Ri se selecciona de entre: OH, NH2, 
OMe, OEt, 0 un grupo CH(Rd)-CORe, siendo Rd la cadena lateral de la 
glicina, la alanina, la leucina, la valina, el acido aspartico o la asparagina y 
siendo Rg H o un grupo alquilo Ci-Ce; y R2 se selecciona entre: H, Me, 
glucosilo, un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un gnjpo Me, Et, t-Bu; o un grupo - 
CH2-COO-Rg. siendo Rg un ^tomo de hidr6geno o un grupo t-Bu. 

En otra realizacion preferente de la presente invencion, los compuestos 
de formula (I) se seleccionan de entre los siguientes compuestos: 

[1] ^cido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicflico; 

[2] 5-(2.4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de etilo; 

[3] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de metilo; 

[4] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilamida; 

[5] [2-aminocarbonil-4-(2,4-difluorofenil)-6-yodo-fenoxi]-acetato de terc- 
butilo; 

[6] acido [2-aminocarbonil-4-(2,4-difluorofenil)-6-yodo-fenoxi]ac6tico; 

[7] 1-0-p-gluc6sido del ^cido 5-{2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico; 

[8] 2\4'-difluoro-4-metoxi-5-yodo-[1 , V]bifenil-3-carboxilato de etilo; 

[9] acido 2'.4'-difIuoro-4-metoxi-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxilico; 
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[1 0] 2",4'-difluoro-4-acetiloxi-5-yodo-[1 , 1 lbifenil-3-carboxilato de etilo; 

[11] ^icido 2',4'-difluoro-4-(f-butilcarboniloxi)-5-yodo-[1 .llbifenil-S-carboxllico; 

[1 2] acido 2'.4'-difluoro-4-(etilcarboniloxi)-5-yodo-[1 ,1 ']bifenil-3-carboxiIico; 

[1 3] ester etilico de la N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[14] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[1 5] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]alanina; 

[1 6] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]leucina; 

[1 7] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]serina; 

[1 8] N-[5-(2,4-difluoinofenil)-3-yodo-saliciloil]vaIina; 

[1 9] acido N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]-asp6rtico; 

[20] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]asparagina. 

Otro objeto de la presente Invencion es proporcionar un 
procedimiento de preparacion de los compuestos de formula (I), 
caracterizado porque comprende una etapa de reaccion del diflunisal o 
derivados del mismo con un reactive de yodacion. 

La yodaci6n del diflunisal o de compuestos derivados del diflunisal es 
obvia para cualquier experto en la materia qui6n seleccionara de forma 
adecuada tanto el compuesto de partida como el reactive de yodaci6n. 
Asimismo, la preparacion de derivados del diflunisal (esteres. carboxamidas, 
sales, glucosidos, derivados de amino^cidos. etc.) sera obvia para el 
experto. For otro lado, el reactivo de yodacion puede seleccionarse de entre: 
yodo elemental; sales de yoduro tales como yoduro s6dico o yoduro 
potSsico; sales de yodonio tales como cloruro de yodo; complejos de 
yodonio tales como el tetrafluoroborato de bls(pirldlna)yodonio (I) o el 
hexafluorofosfato de bls(sim-colidina)yodonio (I); y compuestos organicos de 
yodo tal como el diacetato de yodobenceno o la N-yodosuccinimida. 

Asimismo, otro objeto de la presente invencion es proporcionar 
tambien una composicidn farmaceutica que contiene un compuesto de la 
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invencidn y uno o mas excipientes famriac6uticamente aceptables. 

Los excipientes farmaceuticamente aceptables seran aquellos 
excipientes de la tecnica que pennitan la formulacion adecuada de la 
5 composicibn farmaceutica de la invencidn. Dicha composici6n puede 

fomiularse para su administracion oral, intravenosa, t6pica, rectal, 
subdermica, etc. Es decir, puede presentarse en forma de soluciones, 
comprimidos, cSpsulas, implantes, etc. Asimismo, dicha formulacion puede 
ser de liberacion inmediata o de liberacion controlada. 

10 

En cualquier case, sera el facultative el que determine la dosificacion 
mas adecuada de la misma en funcion de la edad del paciente, su estado de 
salud general, su peso, y el tipo y extension de la enfermedad o trastorno a 
tratar. 

15 

Un objeto adicional de la presente invenci6n es proporcionar los 
compuestos de la invencion para el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas, incluyendo enfermedades neurodegenerativas 
amiloldes, tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, 

20 enfermedad de Huntington, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, fibrosis 

cfstica, diabetes de aparicion tardia, enfermedad de las neuronas motoras, 
fiebre mediterr^inea, sindrome de Muckle-Wells, mieloma idiopatico, 
cardiopatia amiloide, sfndrome de Down, enfermedad de Kuru, slndrome de 
Gerstmann-Straussler-Schienker, depositos valvulares de amieloide, 

25 amiloidosis en pacientes con di^ilisis, miositis con cuerpos de inclusion. 

dep6sitos musculares de amieloide, anemia de Sickle Cell, amiloidosis 
sist6mica primaria, amiloidosis sistemica senil, polineuropatia amiloide 
familiar I, polineuropatia amiloide familiar III, angiopatia amiloide cerebral 
hereditaria, amiloidosis relacionada con angiopatfas, amiloidosis sistemica 

30 hereditaria finlandesa, diabetes de tipo II, carcinoma modular de tiroides, 

encefalopatia espongiforme, amiloidosis atrial, amiloidosis sistemica 
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hereditaria no neuropatica, amiloidosis localizada por inyeccion, y 
amiloidosis renal hereditaria. 

En una realizacion preferida de la presente invencion, los compuestos 
de la invenci6n pueden emplearse tambien como medicamento analgesico. 
antiinflamatorio, antipiretico o antiagregante plaquetario para el tratamiento 
de enfermedades tales como artritis reumatoide, fiebres reumatoides. 
osteoartritis, dolores musculoesqueletales, sindrome del intestino inflamado, 
enfermedades de las arterias coronarias o trombosis postoperativas en 
venas profundas. 

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la invencion. 
EJEMPLOS DE PREPARACION 
Eiempio 1 

Acido 5-(2.4-difluorofenilV3-vodo-salic[lico 



Por yodacion del ^cido 5-(2,4-difluorofenil)salicilico (diflunisal) con el reactive 
tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (I) (lpy2BF4) 

A una disolucion de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de 
diclorometano se afiaden a temperature ambiente 357 mg (1,2 mmol) de 
ipy2BF4. Se deja en agitacion hasta que se observa mediante HPLC 
(cromatografia liquida de alta resolucion) que se ha consumido el producto 
de partida. Se diluye en diclorometano y se precede a aislar el producto 




,COOH 
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{work-up) por acidificacion con ^cido HCI 1 N y extracci6n con 
dicloronnetano. Se reiinen las fases organicas y se lavan con una disolucion 
de tiosulfato s6dico y despuSs se seca en sulfate magnesico anhidro. Se 
elimina el disolvente a presion reducida y se obtienen un caido de pureza 
98% que se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice. Se 
obtienen 290 mg (96% de rendimiento) del producto deseado. 

Eiempio 2 

Acido 5-(2.4-difluorofenih-3-vodo-salictlico 



Por yodacion del acido 5-(2,4-difluorofenil)salicilico (diflunisal) con el reactive 
hexafluorofosfato de bis(2,4,6-timetiipiridina)yodonio (1) (IColbPFe) 

A una disolucion de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de 
diclorometano se anaden a temperatura ambiente 617 mg (1.2 mmol) de 
IC0II2PF6. Se deja en agitaci6n hasta que se observa mediante HPLC que se 
ha consumido el producto de partida. Se diluye en diclorometano y se 
precede a aislar el producto por acidificacion con acido HCI 1 N y extraccion 
con diclorometano. Se reOnen las fases organicas y se lavan con una 
disolucion de tiosulfato sodico y despues se seca en sulfate magn6sico 
anhidro. Se elimina el disolvente a presion reducida y se obtienen un cmdo 
de pureza 98% que se purifica mediante cromatografia en columna de gel 
de silice. Se obtienen 260 mg (86% de rendimiento) del producto deseado. 




30 



Eiempio 3 
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Por yodacion del acido 5-(2,4-difIuorofenil)salicflico (diflunisal) con cloramina 
T (CAT) y yoduro sodico 

En un matraz de 25 ml se introducen 20 mg (0,08 mmol) de diflunisal, 14 mg 
(0,093 mmol) de Nal y 30 mg (0,13 mmol) de CAT disueltos en 1040 \i\ de 
acetonitriio y 52 fxl de acido acetico. Se deja en agitacion durante 1,5 h a 
temperatura ambiente. Se controla la reaccion mediante HPLC hasta que se 
observa la desaparicion del producto de pallida y se observa un 96% de 
producto yodado. Posteriormente se acidifica la disolucion hasta pH = 1,0 
con una solucion al 5% de HCI. A continuacidn se extrae con acetato de 
etilo. Se reOnen las fases orgdnicas y se lavan con una disolucion de 
tiosulfato sodico y despues se seca en sulfato magnSsico anhidro. Se 
elimina el disolvente a presion reducida y se obtienen un cmdo de pureza 
98% que se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice. Se 
obtienen 25 mg (83% de rendimiento) del producto deseado. 

Eiempio 4 

Acido 5-(2.4-d(fluorofenll)-3-vodo-salicnico 



COOH 
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Por yoclaci6n del acido 5-(2.4-difluorofenil)salidlico (diflunisal) con yoduro 
s6dico e hipoclorito s6dico 

A una disolucion de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de metanol se 
anade a 0 °C un equivalente de yoduro s6dico (165 mg, 1,1 mmol) y un 
equivalente de hidroxido sodico (32 mg). Una disolucidn al 4% de hipoclorito 
sodico se anade gota a gota sobre la disolucion anterior durante 75 min 
manteniendo la temperatura entre 0-3 °C. Tras cada adici6n se observa un 
color rojizo que desaparece rapidamente. Se agita a esta temperatura 
durante una hora mas y se trata con una disolucion acuosa al 20% de 
tiosulfato sodico. Se anade una disolucion al 5% de HCI y se extrae con 
diclorometano. Tras su aislamiento, el producto se recristaliza. 

Eiempio 5 

Acido 5-(2.4-difluorofenilV3-vodo-salictlico 



Por yodaci6n del dcido 5-(2,4-difluorofenil)salicflico (diflunisal) con cloruro de 
yodo (ICl) 

A una disolucion de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de 
diclorometano se anade a temperatura ambiente 195 mg (1,2 mmol) de ICl 
en diclorometano (1 M). Se mantiene en agitacion a temperatura ambiente 
durante 3 h y se procede a aislar el producto tal y como se escribe en el 
ejempio 1 . 




,COOH 
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Eiempio 6 



Acido 5-(2.4<lifluorofenin-3-vodo-salicflico 




€00H 



OH 



F 



Por yodacion del 6cido 5-(2,4-difluorofenil)salidlico (diflunisal) con yodo y 
Selectfluor™. 

A una disolucion de 354 mg (1 mmol) de Selectfluor™ y 127 mg (0,5 mmol) 
de yodo en 10 ml de acetonitrilo se anaden 200 mg (0,80 mmol) de 
diflunisal y la reaccion se agita a temperatura ambiente durante 3 h. Se trata 
con una disolucion acuosa al 20% de tiosulfato sodico. Se anade una 
disolucion al 5% de HCI y se extrae con diclorometano. Tras su aislamiento, 
el producto se recristaliza. 

Eiempio 7 

Acido 5-f2.4-difluorofenin-3-vodo-salicilico 



Por yodacion del acido 5-(2,4-difluorofenil)salicflico (diflunisal) con N- 
yodosuccinimida (NIS) 




,COOH 



F 



A una disolucion de 200 mg (0,8 mmol) de diflunisal en 4 ml de acetonitrilo y 
una cantidad catalftica de 18 ^il (0,24 mmol, 0.3 eq) de acido trifluoroacetico 
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se anade a temperatura ambiente 198 mg (0.88 mmol, 1,1 eq) de NIS. Se 
deja en agitacidn. Se evapora el disolvente a presion reducida, se diluye con 
diclorometano y se precede a aislar el producto tal como en el ejempio 1. 

Eiempio 8 

Acido 5'(2.4-dif[uorofenil)-3-vodo-salicilico 



Por yodacion del acido 5-(2,4-difluorofenll)salicllico (diflunisal) con 
trifluoroacetato de tallo y yoduro potasico. 

Se agita en un matraz una mezcia de 20,6 g de trifluoroacetato de talio 
(TTFA, 31.9 mmol) y ^cido trifluoroac6tico (TFA, 50 ml) hasta que el TTFA 
se disuelve. Esta disolucion se afiade a temperatura ambiente a un matraz 
que contiene 51 g (205 mmol) de diflunisal y se agita durante 30 min. A la 
mezcia se anade lentamente una disolucion de yoduro potasico (Kl. 40,9 g, 
245,6 mmol) en 120 ml de agua. Una vez finalizada la reaccion se precede a 
aislar el producto. Primero se anade metabisulfito sodico (NaSaOs, 5,01 g, 
26,4 mmol) para reducir las especies de Tl (III) a Tl (I) y posteriormente una 
disolucion de hidroxido sodico para neutralizar el TFA. Se extrae con 
diclorometano y la fase organica se lava con agua y se seca sobre sulfate 
magn6sico. Se evapora el disolvente a presion reducida y se obtiene un 
crudo de un 96% de pureza que se purifica mediante cromatograffa en 
columna de gel de sflice empleando los eluyentes apropiados. 




,COOH 



Eiempio 9 
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5-(2.4-difluorofenin-3-voclo-salicilato de etilo 




COOEt 



Se introducen en un matraz bajo atm6sfera inerte 11,5 ml de alcohol etflico y 
2,9 ml de cloruro de tionilo (SOCb). Se deja en agitacl6n durante 15 min y se 
introducen 1,67 g (4,56 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicnico. 
Se mantiene la agitacion a temperatura ambiente hasta que .no se observa 
evolucion por HPLC. Se evapora el disolvente a presion reducida y se 
precede a la extraccion con acetato de etilo. Se obtiene un crudo de pureza 
97% que se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice. 

Eiemplo 10 

5-f2.4-dlfluorofenin-3-vQdo-salicllato de etilo 



Se enfrla a 0 "C una soluci6n de ^icido 5-(2,4-difluorofenll)-3-yodo-salicflico 
(1 ,69 g, 4,61 mmol) en etanol (20 ml) y se hace pasar borboteando una 
corriente de gas clorhfdrico anhidro durante 5 min. La disolucion se calienta 
a reflujo durante 4 h y se enfrla a temperatura ambiente. los disolventes se 
evaporan a presion reducida. El residue se disuelve en diclorometano y se 
precede a aislar el preducto. Se purifica el crudo de reaccion por 
cromatografia en columna de gel de silice empleando hexano/acetato de 
etilo (7:3) como eluyente. 




.COOEt 
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Eiempio 11 



5-f2.4-clifluorofenil)-3-vodo-salicilato de metilo 




,COOMe 



F- 



OH 



F 



Se introducer! en un matraz bajo atmosfera inerte 11,5 ml de metanol y 2,9 
ml de cloruro de tionilo (SOCb). Se deja en agitacion durante 15 min y se 
introduce 1,67 g (4,56 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico. 
Se mantiene la agitacion a temperatura ambiente hasta que no se observa 
evolucion por HPLC. Se evapora el disolvente a presion reducida y se 
procede a la extraccion con acetato de etilo. Se obtiene un crudo de pureza 
97% que se purifica mediante cromatograffa en columna de gel de siiice. 

Eiempio 12 

5-f2.4"difluorofenilV3-vodo-salicilamida 



Se mezcia 1 g (2,66 mmol) del acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicflico 
con 0,738 g (4,01 mmol) de pentafluorofenol en 20 ml de acetonitrilo. Se 
anaden a 0 °C 10 ml de N,N-diisopropilcarbodijmida y se mantiene en 
agitacion. Se disuelven en agua 0,634 g de bicarbonate amonico. Se 
observa la desapariclon del product© de partida por HPLC y el crudo se 




,C0NH2 
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diluye con agua y se extrae con diclorometano. La fase organica se seca 
sobre sulfato magnesico y se purifica en columna de gel de silice, utilizando 
como eluyentes clorofonno metanol en polaridad ascendente empezando 
por una proporci6n (v/v) de (40:1) hasta (10:1). 

5 

Eiempio 13 

r2-aminQcarbonil-4-(2,4-difluorofenil)-6-vodo-fenoxnacetato de terc-butilo 

° ^C0NH2 

F— / y — ^ V-OCHzCOO^Bu 
F I 



15 A una suspension de carbonato de cesio (10,4 g, 0,032 mmol) y 2,4 g 

(0,0064 mol) de la amida 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilamida en 50 ml 
de DMF se anade cloroacetato de terc-butilo (1,2 g, 0,008 mmol). La 
reaccion se agita durante 30 min a temperatura ambiente y se vierte sobre 
una disolucion fna de acido clorhidrico 1 N y se extrae con acetate de etilo. 

20 Se combinan las fases organicas y se secan sobre sulfato magnesico. Tras 

eliminar el disolvente por evaporacion a presidn reducida se obtiene un 
crude que se purifica mediante cromatografla en columna ultrarrapida en gel 
de silice. Se obtiene el derivado deseado con un 90% de rendimiento. 



25 Eiempio 14 

Acido f2''aminocarbonil-4-(2,4-difluorofenil)-6-vodo-fenoxnac6tico 

30 
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Metodo A: 

Se obtiene por reaccion del Sster del ejempio 13 con dcido 
trifluoroacetico. Tras unos minutos en agitacl6n a temperatura amblente 
se evapora en corriente de nitr6geno el ^cido trifluoroacetico residual y 
se extrae con acetate de etilo. 

Metodo B 

Se obtiene por hidrolisis del ester del ejempio 13 en este caso con ^cido 
clorhidrico. El ester (400 mg, 0,817 mmol) se disuelve en 40 ml de una 
mezcia al 50% (v/v) de isopropanol y THF. Se afiaden 2 ml de una 
disolucion 1 N de HCI. La reaccion se agita durante 2 h a temperatura 
ambiente Se diluye con agua y se extrae con acetato de etilo. 

Ejempio 15 

I^O^B-Glucosido del acido 5-(2.4-djfluorofenilV3"Vodo-salic(lico 



A -40 °C y bajo atmosfera de nitrogeno se afiaden gota a gota 506 pi (4 
mmol) de una disolucion del complejo de trifluoruro de boro eterato 
(BFa.EtaO) en diclorometano a una disolucion de 200 mg (0,80 mmol) del 
compuesto fenolico, el acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico, y de 985 
mg (2 mmol) del 1-tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil- 
giucopiranosilo en diclorometano. La mezcia se agita hasta que no se 
observa producto de partida por TLC (cromatografia de capa fina). El exceso 
de BF3.Et20 se destruye con bicarbonate sodico. Se diluye con 
diclorometano y se lava con agua. La fase organica se seca sobre sulfate 
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magn^sico y se elimina el disolvente a presion reducida. El producto final se 
purifica mediante cromatografia en columna de gel de sllice. El derivado 
protegido se somete a una saponificacl6n en metanol con una cantidad 
catalitica de met6xido s6dlco (reacci6n de Zemplen). Se acidifica en frio la 
5 reaccion una vez finalizada y se extrae con diclorometano. Se precede a 

aislar el producto como es usual. 



Eiempio 16 

10 2',4'-difluoro-4-metoxi-5-vodo-f 1 .1 1bifenil-3-carboxilatQ de etilo 




15 



Etaoa 1 - Preoaracion del 2\4-difluoro-4-metoxi-f1.ribifenil-3-carboxilato 
de etilo 



20 




Metodo A 

25 Este compuesto bifenllico se prepara mediante una reaccion de 

acoplamiento cruzado de Suzuki catalizada por Pd(0) a partir del 
acido boronico correspondiente y un bromo- o yododerivado. 
En primer lugar se prepara el bromoderivado que es el acido 5- 
bromo-2-metoxibenzoato de etilo. Este se obtiene en dos pasos de 

30 sintesis a partir del aldehido comercial 5-bromo-o-anisaldehido, que 

primero se trata con una disolucion permanganate para obtener el 
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correspondiente acido carboxflico y posteriormente se precede a la 
esterificaci6n del mismo, mediante la formaci6n in situ del 
correspondiente cloruro de acido por reaccion con cloruro de tlonilo y 
reaccion con el etanoi. 

5 

Reaccidn de Suzuki: A una disolucion en dioxano de 190 mg (1,21 
mmol, 1 eq) de acido 2,4-difluorofenilbor6nico, se anaden 1,15 ml 
(2,29 mmol, 2 eq) de una disolucion acuosa 2N de carbonate de sodio 
y 17 mg (0,111 mmol, 0,096 eq) del catalizador de Pd (0), la 

10 tetraquis(trifenil)fosfina paladio (0), y finalmente 300 mg (1,16 mmol) 

del bromoderivado (5-bromo-2-metoxiben2oato de etilo). Se calienta a 
reflujo durante 2 h. Se deja enfriar y se filtra el catalizador a traves de 
una columna de gel de silice. Se diluye con diclorometano y se extrae 
con agua. Tras aislar el producto como es usual, se obtienen 330 mg 

15 de un crudo de alta pureza (95% por HPLC). 

Metodo B 

En este caso se obtiene por reaccion de Williamson (preparacion de 
eteres asimStricos) a partir del ester etilico del diflunisal y yoduro de 
20 metilo en presencia de carbonate de cesio en acetonitrilo. 

Etaoa 2 - Preparacion del 2'.4'-difluoro-4-metoxi-5-vodo-f1,11bifenil-3- 
carboxilato de etilo 



25 




30 



Por yodacion del producto obtenido en la etapa 1. el 2',4'-difluoro-4- 
metoxi-[1,1']bifenil-3-carboxilato de etilo, con el reactive lpy2BF4 
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A 0 °C a una disolucion de 200 mg (0,684 mmol) del 2\4'-difluoro-4- 
metoxi-5-yodo-[1,r]bifenil-3-carboxilato de etilo en 5 ml de diclorometano 
y un 10% de acido trifiuoroacetico (500 pi) se afiaden 305 mg (0,821 
mmol. 1,2 eq) de tetrafluoroborato de bis(piridlna)yodonio (I) (IpyaBpA). Se 
deja calentar en agitacion a temperatura ambiente hasta que se observa 
mediante HPLC que se ha consumido ei producto de partida. Se dlluye en 
diclorometano y se procede a aislar el producto por acidificacibn con 
acido HCl 1 N y extraccion con diclorometano. Se reunen las fases 
organicas y se lavan con una disolucion de tiosulfato sodico y despues se 
seca en sulfate magnesico anhidro. Se elimina el disolvente a presion 
reducida y se obtienen un crude de pureza 98% que se purifica mediante 
cromatografia en columna de gel de sflice. Se obtienen 260 mg (90% de 
rendimiento) del producto deseado. 

Eiempio 17 

Acido 2'.4'-d jfluoro-4"metoxi-5-vodo-ri . 1 '1bifenil-3-carboxilico 



Este compuesto se obtiene por saponificacion del §ster del ejempio anterior 
(Ejempio 1 6) (2\4'<lif luoro-4-metoxl-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxilato de 
etilo). Se disuelve el ester (200 mg, 0,48 mmol) en 20 ml de etanol y una 
disolucion 2,5 N de NaOH durante 2 h. Tras enfriar la mezcia se acidifica 
con acido clorhidrico y se extrae con diclorometano. Tras aislar el producto, 
se obtiene un crude que se recristaliza en una mezcia de 
cloroformo/hexano. 




.COOH 
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Eiempio 18 



2'.4 -difluoro-4-acetiloxh5-vodo-ri .ribifenil-3-carboxilato de etilo 




,COOEt 



F 



>-0C0CH3 



F 



Se calienta una mezcia de 500 mg (1 ,24 mmol) del 5-(2,4-difluorofenil)-3- 
yodo-salicilato de etilo (Ejempio 10) en 12 ml de piridina y 3 ml de anhldrido 
acetico en un bano de agua durante 20 min. La mezcia se deja enfriar y se 
vierte sobre hielo y el producto se extrae con diclorometano. Despues de 
secar la fase organica y tras la evaporacion a presion reducida del 
disolvente el crudo se recristaliza. 

Eiempio 19 

Acido 2\4'-difluora4-(f-butilcarboniloxn->5-vodo-ri . 1 1bifenil-S-carboxf lico 



Se anaden 0,928 g (0,0067 mmol) de clorofomniato de n-butilo a una mezcia 
de 2,5 g (0,0061 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicnico en 6 ml 
de benceno y 1,728 g (0,014 mmol) de dimetilanilina. Se agita la mezcia a 
temperatura ambiente durante 3 h. Se anade hielo y una disolucion 2.5 N de 
HCI, Se extrae con diclorometano y se seca la fase organica sobre sulfato 




,CO0H 
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magnesico. Se evapora el disolvente a presi6n reducida y el crudo se 
recristaliza en una mezcia de cloroformo/hexano. 

Eiempio 20 

Acido2\4'-difluoro-4-(etilcartoniloxn-5-vodo-ri.ribifenil-3-carboxilico 




10 



Se anaden 0,928 g (0,0086 mmol) de cloroformiato de etilo a una mezcia de 
2.5 g (0,0061 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico en 6 ml de 
15 benceno y 1,728 g (0,014 mmol) de dimetilanilina. Se agita la mezcia a 

temperatura ambiente durante 3 h. Se afiade hielo y una disolucion 2,5 N de 
HCl. Se extrae con diclorometano y se seca la fase organica sobre sulfate 
magn6slco. Se evapora el disolvente a presion reducida y el crudo se 
recristaliza en una mezcia de cloroformo-hexano. 



Eiempio 21 



Ester etilico de la A/-r5-r2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloin-Qiicina 



25 




30 



Etapa 1 - Preparacion del ester etilico de la A/-f5-(2.4- 



difluorofenil^saliciloill-alicina 
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COOEt 



En un matraz se introducen 500 mg (1,998 mmol) de diflunisal y 270 mg 
(1,99 mmol) de HOBt disueltos en la minima cantidad de diclorometano. A 
temperatura ambiente se anaden a la mezcia 206 mg (1,99 mmol) del 
ester etilico de la glicina (H-Gly-OEt) y por ultimo se anaden 412 mg (2 
mmol) de DCC (dioiclohexilcarbodiimida) disueltos en la minima cantidad 
de diclorometano. La reaccion se dejo en agitacion a temperatura 
ambiente El proceso se controlo por HPLC observandose la desaparicion 
total del producto de partida tras una hora de reaccion. Se elimina el 
disolvente a presion reducida y se redisuelve en acetate de etilo 
observandose la precipitacion de la urea correspond iente que se filtra. El 
crudo de reaccion se purifica en columna de gel de silice con una mezcia 
de eluyentes hexano/acetato de etilo (75:25). Se obtienen 381 mg de 
producto puro deseado con un rendimlento del 35%. 

Etaoa 2 - Preparacl6n del ester ettlico de la A/-r5-f2,4-difluorofenil)-3-vodo- 
saliciloill-qlicina 



A una disolucion de 200 mg (0,596 mmol) del compuesto de la etapa 1 
(ester etilico de la A/-[5-(2,4-difluorofenil)saliciloil]glicina) en 5 ml de 
diclorometano se afiade a temperatura ambiente 266 mg (0,715 mmol) 




COOEt 
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de tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (I) (lpy2BF4). Se deja en 
agitacion hasta que se observe mediante HPLC que se ha consumido el 
producto de partida. Se diluye en diclorometano y se precede a aislar el 
producto por acldificacion con acido HCI 1 N y extracclon con 
5 diclorometano. Se reOnen las fases organicas y se lavan con una 

disolucion de tiosulfato s6dico y despues se seca en sulfate magnesico 
anhidro. Se elimina el disolvente a presion reducida y se obtiene un crude 
de pureza 98% que se purifica mediante cromatograffa en columna de gel 
de sflice. Se obtlenen 240 mg (87% de rendimiento) del producto 
10 deseado. 

Eiempio 22 

Ester ettlico de la A/45-(2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloinqlicina 

15 




COOEt 



20 En un matraz se introducen 500 mg (1,32 mmol) de acido 5-(2.4- 

difluorofenil)-3-yodO"Salicflico (del Ejempio 1) y 270 mg (1.99 mmol) de HOBt 
disueltos en la minima cantidad de diclorometano. A temperature amblente 
se anaden a la mezcia 163 mg (1.58 mmol) del ester etilico de la glicina (H- 
Gly-OEt) y, por ultimo, se anaden 272 mg (1,32 mmol) de DCC disueltos en 

25 la minima cantidad de diclorometano. La reacci6n se dej6 en agitacion a 

temperature ambiente El proceso se controlo por HPLC obsen/andose la 
desaparicion total del producto de partida tras una hora de reaccion. Se 
elimina el disolvente a presion reducida y se redisuelve en acetate de etilo 
observandose la precipitacion de la urea correspondiente que se Ultra. El 

30 crudo de reaccion se purifica en columna de gel de silice con una mezcia de 

eluyentes hexano/acetato de etilo (75:25). Se obtienen 400 mg (75% de 
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rendimiento) de producto puro deseado. 
Eiempio 23 

A/45-(2.4-difluorofenil)-3-vodo-saliciloinalicina 




COOH 



10 



A una disolucion del ester del Ejempio 22 (480 mg, 1,19 mmol) en 5 ml de 
dioxano acuoso (v/v 1:1) se anade hidroxido de litio (0,038 mg, 0,92 mmol) y 
se agita bajo atmosfera de nitrogeno durante 12 h. La mezcia se concentra a 

15 presion reducida, se diluye con agua (10 ml) y se acidifica con una 

disolucion 0,5 M de acido clorhfdrico, y se extrae con acetate de etilo. Las 
fases organicas se reOnen y se lavan con agua saturada de cloruro sodico y 
se secan sobre sulfate s6dico. Se elimina el disolvente a presion reducida y 
se obtiene un crude del 98% de pureza que se purifica mediante 

20 cromatografia en columna de gel de sflice. 



Eiempio 24 

A/45-f2.4"difluorofenin-3-vodo-saliciloinqlicina 




Se disuelven 0,124 g (0,31 mmol) de producto puro (ester del Ejempio 22) 
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en una mezcia ternaria (THF:MeOH:H20) (3:1:1) y se le adiciona a 0 °C y 
gota a gota una disolucion acuosa 0,1 N de LiOH. Posteriormente se deja a 
temperatura annbiente durante 20 min. cuando la reacci6n ha finalizado se 
acidifica con HCi 1 N hasta pH = 2 y se realizan 3 extracciones con acetato 
5 etilo y clorofonno. Las fases organicas se reCinen y se lavan con agua 

saturada de cloruro sodico y se secan sobre sulfate sodlco. Se elimina el 
disolvente a presion reducida y se obtiene un crudo del 98% de pureza que 
se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice. 

10 Eiempio 25 



A/45"(2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloinalanina 




COOH 



Partiendo del precursor ester metilico (obtenido mediante un procedlmiento 
20 an^ilogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etflico de la alanina) 

por saponificacion tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

Eiempio 26 

25 /\/,[5-(2.4-difluorofenilV3-vodo-saliciloilMeucina 



30 
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Partiendo del precursor 6ster metflico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etilico de la leucina) 
por saponificacion tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

5 

Eiempio 27 

A/-r5-(2.4-difluorofenil)-3-vodo-saliciloilVserina 



10 




Partiendo del precursor ester metflico (obtenido mediante un procedimiento 
15 analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etilico de la serina) 

por saponificaci6n tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

Eiempio 28 

20 A/45-f2.4-difluorofenil)-3-vodo-saliciloin'Valina 




Partiendo del precursor ester metilico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etilico de la valina) 
por saponificaci6n tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

30 

Eiempio 29 



wo 2005/033059 



PCT/ES2003/000510 



31 



Acido A/-r5-f2,4-difluorofenilV3-vodo-saliciloin-asp^rtico 




.COOH 



N^COOH 



10 



Partiendo del precursor ester metflico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etilico del acido 
aspartico) por saponificacion tal como se describe en el Ejennpio 23 o en el 
Ejempio 24. 



15 



Ejempio 30 



A/-f5-(2,4-difluorofenil)"3"Vodo-saliciloin-asparaqina 



20 




COOH 



25 



Partiendo del precursor ester metilico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del §ster etflico de la 
asparagina) por saponificacion tal como se describe en el Ejempio 23 o en el 
Ejempio 24. 



EJEMPLO DE ACTIVIDAD 



30 Ensayo de actividad inhibidora de amiloidogenesis in vitro. 

Los compuestos de esta invencion se han evaluado en un ensayo 
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turbidiom6trico cuyos principales caracteristicas son las siguientes: 

1) uso del mutante Y78F (tirosina78 reemplazada por fenilalanina) 
altamente amiloidoggnico para incrementar la sensibilidad; 

2) ensayo cinetico monitorizando la formaci6n de fibrilas (por incremento de 
la absorbancia a 340 nm en el tiempo) durante 1 h y 30 min para 
determinar la velocidad inicial de formacibn de fibrilas; 

3) formato del ensayo en microplacas de 96 pocillos para el analisis rapido 
de varias muestras simultaneamente y a varias concentraciones de 
inhibidor; 

4) calculo de parametros de inhibicion de cada inhibidor a partir de las 
curvas de velocidad inicial de formacion de fibrilas frente a la 
concentracion de inhibidor. 

Protocolo: 

Los compuestos a ensayar como inhibidores se disuelven en DMSO a 
concentracion 1,5 mM. La disolucidn de trabajo se prepara por diluci6n 1 a 4 
de la anterior en una mezcia agua/DMSO (2:1). La disolucion de protefna 
(mutante Y78F hTTR) es 4 mg/ml de protefna (pureza mayor del 95%) en 
fosfato sodico 20 mM, clomro pot^isico 100 mM, pH 7,6. El tamp6n de 
incubaci6n es fosfato s6dico 10 mM, clomro potasico 100 mM, EDTA 1 mM, 
pH 7,6. El tampon de dilucion es acetato sodico 400 mM, cloruro potasico 
100 mM, EDTA 1 mM, pH 4,2. El protocolo de ensayo para un inhibidor es el 
siguiente: se dispensan 20 |xl de la disolucion de proteina en 7 pocillos de 
una microplaca de 96 pocillos. Diferentes volumenes de la disolucion de 
trabajo del inhibidor se anaden a cada uno de los pocillos para obtener 
concentraciones finales de 0 a 40 p.M. Seguidamente se anade a cada 
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pocillo el tampon de incubacibn hasta un volumen final de 100 ^1. La 
microplaca se incuba a 37 °C dentro del lector de microplacas provlsto de 
termostatacion y agitacl6n. La incubacion se extiende por 30 min a 37 
con agitaci6n durante 15 segundos cada minuto. Seguidamente se 
adicionan 100 jxl de tamp6n de diluci6n a cada pocillo, y la mezcia se incuba 
a 37 °C con agitacion durante 15 segundos cada minuto en el lector de 
microplacas y se monitoriza la absorbancia a 340 nm durante 1 hora y 30 
minutos a inten/alos de 1 minuto. Los dates de absorbancia frente al tiempo 
para cada pocillo se recogen y se analizan con el programa Microsoft Excel. 
Todos los ensayos se realizan por dupllcado. 

Calculos: 

1 Velocidad inicial de formacion de fibrilas . De las lecturas de absorbancia 
a 340 nm con el tiempo de incubacion para cada pocillo se calcula la 
velocidad inicial de formacion de fibrilas como la pendiente de la zona lineal 
inicial de la curva. Asi se obtiene la velocidad de agregacion a cada 
concentraci6n de inhibidor. 

2.- Velocidad de agregacion frente a la concentraci6n de inhibidor . Las 
velocidades de agregaci6n frente a la concentraci6n de inhibidor siguen un 
comportamiento de decaimiento exponencial que se ajusta a la ecuaci6n: 

vo = A + B-e-^™ 

donde vq es la velocidad de agregacion (en unidades de absorbancia por 
hora) y [I] la concentracion de inhibidor en p.M. 

En la Figure 1 se muestra la variacion de la velocidad de agregacion, 
vo, con respecto a la concentracion de inhibidor, [I], para un compuesto de la 
invencion, yododiflunisal, con respecto a dos compuestos de la tecnica. 
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diflunisal y diflunisal ester. 

Los parametros ajustados son: A (en unidades de absorbancia por 
hora), velocidad residual de agregacion a alta concentracion de inhibidor; B 
(en unidades de absorbancia por hora), amplitud o maxima dismlnuci6n de 
la velocidad de agregacion; y C (en nM'^) la constante exponencial. A+B es 
la velocidad de agregaci6n en ausencia de inhibidor (velocidad de 
agregacion maxinna). De estos parametros se extraen los parametros que 
caracterizan a cada inhibidor en cuanto a su capacidad y eficiencia de inhibir 
la fomriacion de fibrilas: 

- IC50: concentracion de inhibidor (^iM) a la que la velocidad de 
agregacion es la mitad que en ausencia de inhibidor; 

- pendiente Inicial de la curva vo frente [I], que refleja la 
sensibilidad del proceso de agregacidn al inhibidor. A mayores 
valores de mayor efecto inhlhldor del compuesto a tiempos 
iniciales de formacion de fibrilas; 

- RA(%) = (1-A/(A+B))-100: % de reducci6n de la velocidad de 
agregacion a concentracion alta de inhibidor respecto a la 
velocidad en ausencia de inhibidor. 

De acuerdo con este ensayo, un buen inhibidor es aquel que posee 
una IC50 baja, un valor T alto, y un valor RA(%) cercano a 100%. 

Los resultados se muestran en la Tabia 1 . En ella se dan los valores 
de los parametros mencionados para el diflunisal y derivados, yodados y sin 
yodar. Como puede verse, los compuestos yodados presentan una actividad 
claramente mejorada con respecto a los compuestos sin yodar. 
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Tabia 1. Diflunisal y derivados: efecto de la yodacion 







Estructura 
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REIVINDICACIONES 



1 . Un compuesto de formula estructural (I): 



10 




0— R2 



(I) 



15 



20 



25 



30 



en la que 

Ri es un grupo -NRgRb, siendo Ra y Rb, independientemente, un atomo 
de hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un grupo -ORc siendo Rc 
un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un glucosilo; un 
polihidroxialquilo Ci-Ce; o un grupo -NH-CH(Rd)-COORe, siendo Rd 
una cadena lateral de uno de los 20 alfa-aminoacidos naturales en 
cualquiera de sus dos formas L o D enantiomericamente puras y Re 
un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; y 

R2 es un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo Ci-Ce, un glucosilo; un 
polihidroxialquilo CrCe; un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un grupo 
alquilo Ci-Ce; 0 un grupo -CHa-COO-Rg, siendo Rg un atomo de 
hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; 
y sales farmaceuticamente aceptables del mismo. 

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque Ri se 
selecciona de entre: OH, NH2, OMe, OEt, o un grupo CH(Rd)-CORe, siendo 
Rd la cadena lateral de la glicina, la alanina, la leucina, la valina, el acido 
aspartico o la asparagina y siendo R© H o un grupo alquilo Ci-Cel y R2 se 
selecciona entre: H, Me, glucosilo, un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un grupo 
Me, Et, t-Bu; 0 un grupo -CH2-C00-Rg, siendo Rg un atomo de hidrogeno 0 
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un grupo t-Bu. 

3 . Compuesto segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque 
se selecciona de entre los siguientes compuestos: 

[I] acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicnico; 
[2] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de etilo; 
[3] 5-(2,4-difIuorofenil)-3-yodo-salicilato de metilo; 
[4] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilamida; 

[5] [2-aminocarbonil-4-(2.4-difluorofenil)-6-yodo-fenoxi]-acetato de terc- 
butilo; 

[6] acido [2-aminocarbonil-4-(2,4-difluorofenil)-6-yodo-fenoxi]acetico; 
[7] 1-0-(3-gluc6sido del 6cido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico; 
[8] 2\4'-difluoro-4-metoxi-5-yodo-[1 ,r]bifenil-3-carboxilato de etilo; 
[9] acido 2\4'-difluoro-4-metoxi-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxilico; 
[1 0] 2',4 -difluoro-4-acetiloxi-5-yodo-[1 .ribifenil-S-carboxilato de etilo; 

[I I] acido 2\4'-difluoro-4-(f-butilcarboniloxi)-5-yodo-[1 ,1']bifenil-3-carboxnico; 
[12] acido 2\4 -difluoro-4-(etilcarboniloxi)-5-yodo-[1 ,1']bifenil-3-carboxnico; 

[1 3] ester etflico de la N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[14] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[1 5] N-[5-(2,4-difluorofeniI)-3-yodo-saliciloil]alanina; 

[1 6] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]leucina; 

[1 7] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]serina; 

[1 8] N-[5-(2.4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]valina; 

[19] acido N-[5-(2,4-difluorofenil)-3"yodo-saliciloil]-asp^rtico; 

[20] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]asparagina. 

4 . Un procedimiento de preparacion del compuesto de formula (I) segun 
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque comprende una etapa de 
reaccion del diflunisal o derivados del mismo con un reactive de yodacion. 
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5. Procedimiento segOn la reivindicaci6n 4 caracterizado porque dicho 
reactivo de yodacion puede seleccionarse de entre: yodo elemental; sales 
de yoduro tales como yoduro s6dico o yoduro potasico; sales de yodonio 
tales como clomro de yodo; complejos de yodonio tales como el 

5 tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (I) o el hexafluorofosfato de bis(sim- 

colidina)yodonio (I); y compuestos organicos de yodo tales como el diacetato 
de yodobenceno o la N-yodosuccinlmida. 

6 . Una composicion farmaceutica que contiene un compuesto segun las 
10 reivindicaciones 1 a 3 y uno o mas excipientes farmaceuticamente 

aceptables. 

7. Un compuesto de formula (!) segun las reivindicaciones 1 a 3 para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo 

15 enfermedades neurodegenerativas amiloides, tales como enfermedad de 

Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, 
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, fibrosis cfstica, diabetes de aparicion 
tardia, enfermedad de las neurones motoras, fiebre mediterranea, sindrome 
de Muckle-Wells, mieloma idiop^tico, cardiopatia amiloide, sindrome de 

20 Down, enfermedad de Kuru, smdrome de Gerstmann-Straussler-Schienker, 

dep6sltos valvulares de amieloide, amiloidosis en pacientes con dialisis, 
miositis con cuerpos de inclusion, depositos musculares de amieloide, 
anemia de Sickle Cell, amiloidosis sist^mica primaria, amiloidosis sistemica 
senil, polineuropatfa amiloide familiar I, polineuropatia amiloide familiar III, 

25 angiopatfa amiloide cerebral hereditaria, amiloidosis relacionada con 

angiopatias, amiloidosis sistemica hereditaria finlandesa, diabetes de tipo II, 
carcinoma modular de tiroides, encefalopatfa espongiforme, amiloidosis 
atrial, amiloidosis slst6mica hereditaria no neurop^tica. amiloidosis 
localizada por inyeccion, y amiloidosis renal hereditaria. 

30 

8 . El empieo de un compuesto de formula (I) segun las reivindicaciones 1 
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a 3 en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de 
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo enfermedades 
neurodegenerativas amiloides, tales como enfermedad de Alzheimer, 
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de 
Creutzfeldt-Jakob. fibrosis dstica, diabetes de aparici6n tardla, enfermedad 
de las neuronas motoras, fiebre mediterranea, sfndrome de IVIuckle-Wells, 
mieloma idiopatico, cardiopatla amiloide, sindrome de Down, enfermedad de 
Kuru. sindrome de Gerstmann-Straussler-Schienker, depositos vaivulares de 
amieloide, amiloidosis en pacientes con didlisis, miositis con cuerpos de 
inclusi6n, depositos musculares de amieloide, anemia de Sickle Cell, 
amiloidosis sistemica primaria, amiloidosis sist6mica senil, polineuropat(a 
amiloide familiar I, polineuropatia amiloide familiar III, angiopatia amiloide 
cerebral hereditaria, amiloidosis relacionada con angiopatias, amiloidosis 
sistemica hereditaria finlandesa, diabetes de tipo II, carcinoma medular de 
tiroides. encefalopatia espongiforme, amiloidosis atrial, amiloidosis sistemica 
hereditaria no neuropatica, amiloidosis localizada por inyeccion, y 
amiloidosis renal hereditaria. 

9 . El empleo de un compuesto de formula (I) segun las reivindicaciones 1 
a 3 en la elaboracion de un medicamento analgesico, antiinflamatorio, 
antipiretico o antiagregante plaquetario para el tratamiento de enfermedades 
tales como artritis reumatoide, fiebres reumatoides, osteoartritis, dolores 
musculoesqueletales, sfndrome del intestino inflamado, enfermedades de 
las arterias coronarias o trombosis postoperativas en venas profundas. 
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